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Spojina SG-10 je agonist receptorja nukleotid-vezoče oligomerizacijske domene 2 
(NOD2). NOD2 imajo zelo pomembno vlogo pri regulaciji prirojenega imunskega sistema, 
saj njihova aktivacija povzroči izločanje vnetnih citokinov in protimikrobnih peptidov. 
Poleg aktivacije prirojenega, ima vezava agonističnih ligandov na NOD2 vpliv tudi na 
pridobljeni imunski sistem, zato bi jih lahko uporabljali kot adjuvanse v cepivih. Trenutno 
so na trgu dovoljeni le štirje posamični adjuvansi in njihove kombinacije, zato je 
odkrivanje novih ključnega pomena.  
Pri sintezi spojine SG-10 so uporabili racemno zmes kisline, ki je bila pripeta na kiralno 
čist peptid z dvema kiralnima centroma. Nastali produkt, spojina SG-10, je zato zmes 
diastereomerov. Ker se je spojina SG-10 izkazala kot močan agonist NOD2, je pomembno, 
da za nadaljnje analize izoliramo oba diastereomera agonista NOD2 ter raziščemo, ali 
lahko s posameznim dosežemo še nižjo vrednost EC50 v primerjavi z racematom. 
V tej magistrski nalogi smo se ukvarjali z ločbo na sistemih tekočinske kromatografije 
ultravisoke ločljivosti z obrnjeno fazo ter tekočinske kromatografije visoke ločljivosti z 
normalno fazo. Vrhov diastereomerov na sistemu tekočinske kromatografije ultravisoke 
ločljivosti z obrnjeno fazo z variiranjem različnih kromatografskih pogojev (vrst 
stacionarnih (C18, Phenyl, Shield RP18), in mobilnih faz (različne kombinacije vode oz. 
0,1 % trifluoroacetata ter vrste organskega modifikatorja (metanol in acetonitril)) nismo 
uspeli ločiti na bazni liniji. Bolj uspešni smo bili s sistemom tekočinske kromatografije 
visoke ločljivosti z normalno fazo, s pomočjo katerega smo spojino SG-10 ločili na 
posamična diastereomera, ju izolirali na miligramski skali, določili količino izoliranih 
diastereomerov in določili diastereomerni presežek. Delo je potekalo tako, da smo na 
analizni koloni 3-CelluCoat® najprej razvili in optimizirali metodo ločbe, nato pa smo jo 
prenesli na semi-preparativno kolono 5-CelluCoat® in jo optimizirali. Nato smo analita 
ločeno zbrali in izolirali 1,65 mg oziroma 1,76 mg posameznega diastereomera. Točne 
mase smo natančno določili s ponovno analizo s kolono 3-CelluCoat. Izračunali smo, da je 
med sintezo nastalo za približno 20 % več enega izmed diastereomerov.  
Ključne besede 





The compound SG-10 is an agonist of the nucleotide-binding oligomerization domain-
containing protein 2 (NOD2). NOD2 play a very important role in the regulation of the 
innate immune system since their activation causes secretion of pro-inflammatory 
cytokines and antimicrobial peptides. In addition to innate immune response activation, 
binding of agonistic ligands to NOD2 also affects the adaptive immune system, and could, 
therefore, be used as a vaccine adjuvant. Currently, only four individual adjuvants and their 
combinations are available on the market; consequently, the discovery of novel adjuvants 
is of utmost importance.  
During the synthesis of SG-10, a racemic mixture of acid was attached to the chirally pure 
peptide incorporating two stereocenters, thus the resulting product is a mixture of two 
diastereomers. Given the fact that SG-10 proved to be a potent NOD2 agonist, it is very 
important to isolate both diastereomers and ascertain whether one of them exhibits an even 
lower EC50 value compared to the racemate.  
In this Master’s thesis, we used reverse-phase ultra-high performance liquid 
chromatography and normal-phase high performance liquid chromatography systems to 
separate two analytes on a milligram scale. Firstly, reverse-phase ultra-high performance 
liquid chromatography system and a variety of different columns were used, such as C18 
columns, phenyl columns of two different lengths and the Shield RP18 column. Despite 
changing the composition of the mobile phase (with the main solvent variations (water and 
0.1% trifluoroacetic acid) and the variations of the type (ethanol and acetonitrile) as well as 
the amounts (from 5% to 95%) of the organic modifier) the peaks could not be separated at 
the baseline. On the other hand, the use of normal-phase high performance liquid 
chromatography system and the 3-CelluCoat® analytical column proved to be successful 
in terms of separation. We developed and optimized the separation method using the 3-
CelluCoat® analytical column and then transferred it to the semi-preparative scale using 5-
CelluCoat® column. The analytes were separately collected and isolated thereby obtaining 
1.65 mg or 1.76 mg of each diastereomer, as determined by re-analysis with the 3-
CelluCoat column. We also determined that during the synthesis of SG-10 a 20% excess of 









3-CC (iz angl. 3-CelluCoat®): kromatografska kolona, ki ima na delce silicijevega 
dioksida velikosti 3 m vezano celulozo, funkcionalizirano s 3,5-dimetilfenilkarbamatnimi 
skupinami 
5-CC(iz angl. 5-CelluCoat®): kromatografska kolona, ki ima na delce silicijevega dioksida 
velikosti 5 m vezano celulozo, funkcionalizirano s 3,5-dimetilfenilkarbamatnimi 
skupinami 
ACN: acetonitril 
As (iz angl. asymmetry parameter): faktor simetrije vrhov 
AUC (iz angl. area under the curve): površina pod krivuljo 
bw (iz angl. band width): širina pasu, v katerem spremljamo absorbanco 
C18: kromatografska kolona z delci silicijevega dioksida, ki imajo vezane oktadecilne 
alifatske verige 
C8: kromatografska kolona z delci silicijevega dioksida, ki imajo vezane oktilne alifatske 
verige 
DAD/PDA (iz angl. diode/photo array detector): detektor z nizom diod 
EC50 (iz angl. half maximal effective concentration): koncentracija, ki je potrebna za 
doseganje polovice odziva med bazno linijo in maksimalno vrednostjo 
ECD (iz angl. electron capture detector): elektrokemijski detektor 
ee (iz angl. enantiomeric excess) enantiomerni presežek oziroma diastereomerni presežek 
ELSD (iz angl. evaporative light scattering detector): detektor sipanja svetlobe 
FLD (iz. angl flourescent light detector): fluorescenčni detektor 
EtOH: etanol 
HIC (iz angl. hydrophobic-interaction chromatography): kromatografija, ki temelji na 
hidrofobnih interakcijah 
HILIC (iz angl. hydrophilic-interaction liquid chromatography): kromatografija, ki temelji 
na hidrofilnih interakcijah 





k': retencijski faktor 
LC-IR (iz angl. liquid chromatography - infrared spectrometry): tekočinska 
kromatografija, sklopljena z infrardečo spektroskopijo 
LC-MS (iz angl. liquid chromatography - mass spectrometry): tekočinska kromatografija, 
sklopljena z masno spektroskopijo 
LC-NMR (iz angl. liquid chromatography - nuclear magnetic resonance): tekočinska 
kromatografija, sklopljena z jedrsko magnetno resonanco 
MeOH: metanol 
MF: mobilna faza 
N (iz angl. theoretical plate number): število teoretskih podov 
NLR (iz angl. NOD-like receptors): NOD-u podobni receptorji 
NOD2 (iz angl. nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2): 
nukleotid-vezoča oligomerizacijska domena 2  
NP-HPLC (iz ang. normal-phase high performance liquid chromatography): tekočinska 
kromatografija visoke ločljivosti z normalno fazo 
PEEK: polieter eter keton 
PRR (iz angl. pattern recognition receptors): receptorji za prepoznavo vzorcev 
RID (iz angl. refractive index detector): detektor, ki meri lomni količnik 
RP-HPLC (iz ang. reverse-phase high performance liquid chromatography): tekočinska 
kromatografija visoke ločljivosti z obrnjeno fazo 
RP-UHPLC (iz ang. reverse-phase ultra-high performance liquid chromatography): 
tekočinska kromatografija visoke ločljivosti z obrnjeno fazo 
SF: stacionarna faza 
t0 ali tM: rezidualni čas ali mrtvi čas 
tR: retencijski čas 
TF (iz angl. tailing factor): faktor repatosti vrhov 
TFA: trifluoroocetna kislina 
UHPLC (iz angl: ultra-high-performance liquid chromatography): tekočinska 





1. 1. Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
Kromatografija je družina tehnik, pri katerih iz kompleksnega vzorca ločimo posamezne 
komponente (analite). Ločitev temelji na različnem porazdeljevanju komponent med 
stacionarno fazo (SF), ki se nahaja v kromatografski koloni ali na planarnem nosilcu, in 
mobilno fazo (MF), ki potuje skozi njo. Pri tekočinski kromatografiji je SF nanesena ali 
kemično vezana na delce polnila, MF pa je tekočina. 
Tekočinsko kromatografijo uporabljamo z dvema namenoma: analizne izvedbe so 
namenjene vrednotenju fizikalno-kemijskih ali strukturnih lastnosti analitov 
(kvalificiranju), prisotnih v vzorcu, in določanju njihove koncentracije (kvantificiranju) 
analitov, prisotnih v vzorcu, preparativne izvedbe pa čiščenju in izolaciji zadostnih količin 
analitov iz vzorca za nadaljnjo rabo. 
1. 1. 1. Tekočinska kromatografija nekoč in danes 
Kadar je govora začetnikih kromatografije, se kot prvo pojavi ime Mihail Semjonovič 
Cvet, ki je pojav adsorpcije in desorpcije različnih tipov klorofila in karotenoidov ob 
dodatku petroletra in etanola opazoval na planarnem papirnatem nosilcu. Svoje delo je 
kasneje nadgradil, ko je stolpec SF nasul v stekleno kolono in opisal, da se analit loči na 
svoje komponente, ko s fronto topila potuje navzdol po stolpcu. Pionirsko delo je leta 1903 
predstavil na znamenitem predavanju v Varšavi, izraz kromatografija pa se je v njegovih 
člankih pojavil tri leta kasneje (1). Njegova najvidnejša naslednika sta bila Archer Martin 
in Richard Synge, ki so jima leta 1952 podelili Nobelovo nagrado za kemijo za odkritje 
porazdelitvene kromatografije, ki sta jo opisala v članku z naslovom ''A new form of 
chromatogram employing two liquid phases'' (2, 3). Cvetovo delo in njuno odkritje so 
pomembno tlakovali pot nadaljnjemu razvoju področja. 
Večkrat spregledano dejstvo je, da se je kromatografija najprej razvila kot preparativna 
tehnika, katere uporaba so opisali že okoli leta 25 pr. n. št. v Svetem pismu. Razvoj 
moderne kromatografije pa je v 60. letih prejšnjega stoletja omogočil šele razvoj primernih 
detektorjev s pretočnimi celicami, ki lahko v zelo kratkem časovnem obdobju obdelajo 
velike količine podatkov. Takrat se je v literaturi pojavil izraz tekočinska kromatografija 
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visoke ločljivosti (HPLC, iz angl. high pressure liquid chromatography), ki je v 
naslednjem desetletju omogočila hiter razvoj predvsem analiznih tehnik, ki uporabljajo 
tekočinsko kromatografijo, preparativne pa so jim z razvojem sledile šele dve desetletji 
kasneje (4).  
Danes je uporaba sistemov HPLC praktično nepogrešljiva in vsestranska v vseh vrstah 
laboratorijev, njihov napredek pa izredno hiter. Razvijajo še občutljivejše in hitrejše 
detektorje, črpalke, ki lahko zelo natančno vzdržujejo višje tlake, ter kolone, ki vsebujejo 
delce velike le do nekaj mikronov, vse to pa vodi do hitrejših in natančnejših analiz (5). 
Vsestranskost te metode nam omogoča, da lahko v kompleksnih (tudi bioloških) vzorcih 
kvalificiramo, kvantificiramo ali fizično ločimo njihove organske ali anorganske 
komponente.  
1. 1. 2. Primerjava sistemov HPLC 
Sistemi HPLC se med seboj razlikujejo glede na namen uporabe, razlikujejo pa se tudi 
glede na vrsto uporabljene kolone in topila, ki pogojujejo način interakcij med analiti v MF 
s SF. Posamezne izvedbe navadno spadajo med spodnje štiri tipe (6-8): 
HPLC z normalno fazo (NP-HPLC): SF je polarna (npr. silicijev dioksid), MF pa 
nepolarna (npr. heksan in tetrahidrofuran z različnimi deleži drugih topil); molekule se 
med seboj ločujejo na podlagi polarnosti, pri čemer se polarne v koloni zadržujejo dlje. 
Njena zelo priljubljena različica je kromatografija, ki temelji na hidrofilnih interakcijah, 
oziroma HILIC (iz angl. hydrophilic-interaction chromatography), kjer je organski MF 
dodanih še nekaj odstotkov vode. 
HPLC z obrnjeno fazo (RP-HPLC): SF je nepolarna (npr. silicijev dioksid z vezanimi 
dolgimi alkilnimi verigami), MF pa polarna (npr. voda in alkoholi z različnimi deleži 
drugih topil); molekule se med seboj ločujejo na podlagi hidrofobnih interakcij. Ta oblika 
kromatografije je najpogostejša, različico HIC (iz angl. hydrophobic-interaction 
chromatography), pa uporabljamo tudi za ločevanje večjih biomolekul. 
NP-HPLC in RP-HPLC sta obliki adsorpcijskega HPLC. 
Izključitveni HPLC: ključno pri izključitvenih kromatografijah je to, da kot SF 
uporabljamo material, kjer je velikost por zelo točno določena; molekule se v koloni 
zadržujejo različno dolgo, kar je odvisno od razlik v velikosti molekul, pri čemer se tiste z 
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večjo molekulsko maso zadržujejo krajši čas. Metoda je uporabna predvsem v analitiki 
polimerov in večjih biomolekul. 
Ionsko-izmenjevalni HPLC: pri NP- in RP-HPLC velja pravilo, da enako privlači enako, 
pri ionsko-izmenjevalnih HPLC metodah pa velja ravno obratno, saj kot SF uporabljamo 
delce z različno močnimi kislimi oziroma bazičnimi skupinami, ki so kationski (imajo 
anionske skupine, ki privlačijo katione) oziroma anionski (imajo kationske skupine, ki 
privlačijo anione) izmenjevalci; molekule se ločujejo glede na naboj. 
1. 1. 3. Zgradba sistema HPLC 
V grobem je sistem HPLC sestavljen iz zaloge topil, injektorja (z avtomatskim 
vzorčevalnikom), razplinjevalca, črpalke, predkolone, kromatografske kolone, detektorja in 
sistema za analizo podatkov, s katerim lahko hkrati aparaturo tudi krmilimo (slika 1). 
Sistemi navadno za detektorjem vsebujejo še avtomatske zbiralce frakcij, ki nam 
omogočijo zbiranje iskanega analita. Aparatura HPLC je zelo vsestranska, k temu znatno 
pripomore tudi relativno preprosta menjava topil ter kolon, ki jih izberemo glede na 
vzorec, ki ga analiziramo (9). 
 
Slika 1: Shematski prikaz aparature HPLC (povzeto po 10): Na sliki modre puščice 
predstavljajo smer pretoka topila skozi sistem. S črnimi puščicami so označeni ključni deli 
aparature, zraven so dopisana njihova imena. Vzorec v sistem injiciramo na mestu, ki je 
označeno z rdečo piko. 
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1. 1. 4. Črpalke 
Črpalka v sistemu HPLC ima dve zelo pomembni nalogi, saj mora zagotavljati MF z zelo 
konstantnimi deleži topil, ki mora pri prehodu skozi kolono dosegati tlake od 50 do 1300 
barov, da premaga upor stacionarne faze v koloni. Preden črpalka zmeša topila v MF, 
gredo čez razplinjevalec, ki prepreči, da bi v sistem vstopali zračni mehurčki. Mešanje 
topil lahko poteka izokratsko, kar pomeni, da so razmerja topil konstantna, ali gradientno, 
ki poteka tako, da črpalka v določenem časovnem intervalu nadzorovano veča količino 
topila, ki ima večjo elucijsko moč. Določen tip črpalk omogoča mešanje binarnih, 
terciarnih in kvartarnih gradientov MF (11, 12). 
Črpalka, ki jo izberemo za svoj sistem, mora biti ustrezna glede na vrsto kolone, ki jo 
želimo uporabiti. Črpalke, ki dosegajo tlake do 400 barov, so ustrezne za standardne 
sisteme HPLC, kjer so delci v koloni velikosti do 5 µm in niso pretirano porozni, dolžine 
kolon pa ne presegajo 300 mm. Modernejši sistemi, ki dosegajo višje tlake in uporabljajo 
kolone, ki vsebujejo zelo porozne delce, manjše od 2 µm, potrebujejo precej zmogljivejše 
črpalke, ki dosegajo do 1000 barov ali več (12). Z njimi lahko dosegamo tudi veliko boljšo 
ločbo, zato to nadgradnjo HPLC imenujemo tekočinska kromatografija ultravisoke 
ločljivosti (UHPLC, iz angl.: ultra-high-performance liquid chromatography). 
Črpalke kategoriziramo tudi glede na pretok MF, ki ga lahko zagotovijo, ti pa se navadno 
gibljejo med 100 µL/min in 10 mL/min (9, 12). 
1. 1. 5. Kolone 
Kolona je najpomembnejši del sistema, saj v njej poteka za kromatografijo ključen proces 
– ločba analitov v vzorcu. Ta je odvisna od interakcij analitov, raztopljenih v MF, s SF, ki 
je napolnjena v kovinsko ohišje, da prenese visoke tlake. Za zagotavljanje najbolj 
ponovljivih rezultatov moramo imeti kolone natančno temperirane, saj temperatura vpliva 
na viskoznost MF, ki teče proti velikemu uporu mikrometrskih delcev SF in posledično na 
ločbo (13). Shema kolone je ponazorjena na sliki 2. 
Zunanji parametri HPLC-kolone so slednji: njena dolžina je lahko od 5 do 25 cm, pri 
čemer je daljša kolona bolj učinkovita. Velja tudi, da dvakrat daljša kolona omogoča za 
1,4-krat boljšo resolucijo, krajša pa skrajša čas analize (14). Analizne kolone so bistveno 
krajše od preparativnih, saj te lahko merijo tudi do 100 cm (7). Ohišje je najpogosteje 
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narejeno iz nerjavnega jekla, v primeru da je zahtevana odsotnost kovinskih ionov in boljša 
biokompatibilnost, pa uporabljamo tudi kolone iz polietra etra ketona (PEEK) (13, 15).  
Zelo pomemben parameter poleg dolžine je tudi notranji premer kolone, kjer ponovno 
velja, da imajo analizne kolone manjše mere od preparativnih. Pri prvih premeri merijo od 
2 do 5 mm, med njimi je najpogostejši 4,6 mm. Preparativne kolone lahko imajo notranje 
premere tudi do 75 mm (7, 14). 
Zadnja parametra, ki pogojujeta lastnosti kolone, sta velikost delcev SF ter njihova narava. 
Majors in sodelavci so raziskali pogostost uporabe kromatografskih kolon v obdobju 
desetih let in ugotovili, da so najbolj pogosto uporabljane tiste s SF iz silicijevega dioksida 
z vezanimi (našteto padajoče): oktadecilnimi verigami (C18), oktilnimi verigami (C8) in 
fenilnimi skupinami, ki skupno pokrivajo kar 91 % trga. Nekoč najbolj priljubljena 
velikost delcev je okoli 5 m, danes pa raziskovalci vse pogosteje posegajo po kolonah, ki 
vsebujejo delce velike 3,5 m ali celo manjše od 2 m (kolone za UHPLC) (13, 16). 
Specifikacije kolone navajamo sledeče: fenilna, 1,7 m, 2,1 × 100 mm, pri čemer pomeni, 
da so na delce vezane fenilne skupine, velikost delcev je 1,7 m, notranji premer kolone je 
2,1 mm, njena dolžina pa 10 cm. Nekatere kolone imajo navedeno tudi velikost 
intersticijskega prostora med delci, ta se navadno giblje v velikostnem razredu nekaj deset 
nanometrov. 
            
Slika 2: Shema kolone (povzeto po 12): Na shemi je prikazana kolona, ki je sestavljena iz 
vtočnega in iztočnega ventilčka (s tema deloma kolono pritrdimo v sistem), ohišja, SF, ter 




1. 1. 6. Detektorji 
Analiti neposredno po izstopu iz kolone pristanejo na detektorju, s katerim jih zaznamo in 
posamezne signale s pomočjo računalnika in programske opreme pretvorimo v 
kromatogram. Detekcija lahko temelji na kontinuiranem merjenju različnih fizikalnih 
količin: absorbance, fluorescence, lomnega količnika ali sipanja svetlobe (ELSD, iz angl. 
evaporative light scattering detector), lahko pa je HPLC sklopljen z drugo analizno 
tehniko: z masno spektrometrijo (LC-MS), IR-spektroskopijo (LC-IR) ali jedrsko 
magnetno resonanco (LC-NMR). Slednji sta v uporabi zelo redko, prva pa pridobiva na 
priljubljenosti in uporabnosti. Detektorje ločimo po občutljivosti, selektivnosti in območju 
linearnosti (7, 12, 17). 
Zaradi širokega nabora vzorcev, ki jih lahko ločujemo z HPLC, potrebujemo več vrst 
detektorjev za njihovo zaznavo (17, 18): 
Najpogostejši in najpreprostejši so detektorji, ki se imenujejo po območju 
elektromagnetnega valovanja, ki ga zaznavajo, UV-VIS, in merijo absorbanco. Z njimi 
lahko kvantificiramo posamezne analite, povezavo med absorbanco in koncentracijo 
merjenega analita pa popisuje Beer-Lambertov zakon. Meja zaznave pri teh detektorjih je 
približno 0,3 ng/mL (7). S tem detektorjem lahko zaznamo samo analite, ki vsebujejo 
kromofore.  
Zelo pogosto uporabljamo tudi detektor z nizom diod (DAD, iz angl. diode array detector, 
ali PDA, iz angl. photo diode array) (slika 3), ki meri na enak princip in v istem območju 
kot UV-VIS-detektor, le da meritve izvaja pri več valovnih dolžinah hkrati (cel spekter), 
kar pomeni, da z njim lahko pridobimo dodatne informacije o homogenosti in čistosti 
vrhov.  
Fluorescenčni detektorji (FLD, iz angl. flourescent light detector) so zelo specifični, saj 
merijo fluorescenco analita, hkrati pa so tudi do tisočkrat bolj občutljivi od UV-VIS- ali 
DAD/PDA-detektorjev (7).  
Poznamo še: detektor ELSD, ki je uporaben, kadar molekule analita ne vsebujejo 
kromofora ali pa je ta zelo šibek, elektrokemijski detektor (ECD, iz angl. electron capture 
detector), ki ga uporabljamo predvsem v klinični veji farmacije in je izmed vseh najbolj 
občutljiv, ter detektor, ki meri lomni količnik analita (RID, iz angl. refractive index 
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detector), ki ga uporabljamo samo, kadar z drugimi detektorji ne dobimo želenih 
rezultatov, saj ima najslabšo občutljivost od vseh prej naštetih. Obstajajo še druge vrste 
detektorjev. 
Detektorji so lahko destruktivni - samo analizni (ELSD ali MS) ali nedestruktivni -  
analizni in preparativni (UV-VIS, DAD/PDA, FLD, ECD) (12).  
 
 
Slika 3: DAD/PDA-detektor z obrnjeno optiko (povzeto po 19): Prikazana je pot žarka 
skozi dele DAD/PDA-detektorja. Žarek svetlobe (valovnih dolžin od 190 do 600 nm) se z 
vzorcem sreča v pretočni celici, nato pa se lomi na uklonski mrežici in pristane na nizu 
diod, ki izberejo informacije o spektru. 
1. 1. 7.  Teoretične osnove kromatografske ločbe 
Za razumevanje vsakega procesa je ključno, da znamo dogajanje opisati in popisati z 
enačbami, s katerimi lahko nato nadziramo njegove ključne parametre. 
Pri kromatografski ločbi uporabljamo naslednje izraze (8, 11-13): 
Retencijski čas (tR): čas, ki ga analit potrebuje od injektorja do detektorja, odčitan pri 
maksimalni višini vrha (v minutah); je značilnost analita znotraj eksperimentalne metode, 
odvisen je od pretoka, razlik v temperaturi skozi sistem (od injektorja do kolone) ter 
degradacije SF in dolžine kolone. 
Rezidualni čas ali mrtvi čas (t0 ali tM, v nadaljevanju bomo uporabljali slednjo kratico): 
čas potovanja MF in analitov, ki se v koloni ne zadržujejo (v minutah). Nanj vplivajo 
pretok in lastnosti kolone (poroznost SF, dolžina in notranji premer). 
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Resolucija (R, iz angl. resolution): nam pove o kakovosti ločbe med analitoma, natančneje 
nam poda razmik med posameznima vrhovoma. Dobra ločljivost pomeni, da je R vsaj 1,5 
in mora biti dovolj velika, ne pa tudi čim večja. Izračunamo jo po spodnji enačbi 1: 
Enačba 1: Izračun resolucije (R): R = resolucija, tR = retencijski čas, WA = višina vrha v 
analita A, WB = višina vrha analita B 
𝑅 =  
2 [(𝑡𝑅)𝐵 − (𝑡𝑅)𝐴] 
𝑊𝐵 +  𝑊𝐴
 
Število teoretskih podov (N, iz angl. theoretical plate number): je število prehodov snovi 
med MF in SF in je merilo za učinkovitost kolone, izračun je predstavljen v enačbi 2. 
Kolona z višjim N bo imela pri enakem tR ožje vrhove, kot kolona z nižjim N. 
Enačba 2: Izračun števila teoretskih podov (N): N = število teoretskih podov, tR = 
retencijski čas, W = višina vrha v analita 






Retencijski faktor (k'): je razmerje med retencijskim časom izbranega analita in fronto 
MF, izračunamo ga po enačbi 3.  
Enačba 3: Izračun retencijskega faktorja analita (k'): tA = retencijski čas analita A, tM = 
mrtvi čas 
𝑘′𝐴 =
(𝑡𝐴 −  𝑡𝑀)
𝑡𝑀
 
Razmerje med retencijskima faktorjema dveh analitov imenujemo selektivnost () in mora 
biti več kot 1, da sta vrhova ločena (enačba 4). 
Enačba 4: Izračun selektivnosti (): k'A = retencijski faktor analita A, k'B = retencijski 







Faktor simetrije vrhov (As, iz angl. asymmetry parameter): je razmerje med razdaljama 
od navpičnice z vrha (C) do vsakega presečišča (A in B) s kromatogramom na 10-
odstotnem deležu višine vrha (W10%). Prikazano na sliki 4 in z enačbo 5. 
 
Slika 4: Faktor simetrije vrhov (As) (povzeto po 20): Primerjamo razdaljo od A do C z 
razdaljo od C do B, na W10% = 10-odstotnem deležu višine vrha. 
Vrednost As = 1 pomeni, da je vrh simetričen, As < 1 nam kaže na desno asimetrijo vrha 
(angl. fronting), As > 1 pa repatost vrha (angl. tailing).  
Enačba 5: Izračun simetrije vrhov (As): As = faktor simetrije vrhov, AC = razdalja od 





Na podoben način (enačba 6) lahko izračunamo tudi faktor repatosti vrhov (TF, iz angl. 
tailing factor), kjer pa vzamemo presečišča s kromatogramom na 5-odstotnem deležu 
višine vrha (W5%). 
Enačba 6: Izračun faktorja repatosti vrhov (TF): TF = faktor repatosti vrhov, AC = razdalja 





Zgoraj opisani parametri so zgolj osnovni in bi jih lahko opisali še več, a že z nadzorom 
teh lahko precej izboljšamo kromatografsko ločbo. Parametre nam navadno izračuna že 
programska oprema, ki jo uporabljamo za obdelavo kromatogramov.  
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1. 2.  Pomen kiralnosti in ločba diastereomerov SG-10 
1. 2. 1. Kiralnost, enantiomeri, diastereomeri 
Če opazujemo molekule kot tridimenzionalne objekte, vidimo, da se v molekuli z enako 
strukturno formulo atomske skupine lahko v nekaterih primerih v prostoru razporedijo na 
več načinov in ta pojav imenujemo kiralnost. Značilnost vseh kiralnih molekul je, da imajo 
vsaj en kiralni center, ki je najpogosteje ogljikov atom z vezanimi štirimi med seboj 
različnimi funkcionalnimi skupinami. Kiralni centri lahko nastanejo tudi na žveplu, 
fosforju ali dušiku (21).  
Molekulam, ki imajo enake strukturne formule, a različne prostorske razporeditve atomov, 
pravimo stereoizomeri. V primeru da imajo samo en kiralni center, jih imenujemo 
enantiomeri, če pa jih imajo več, so diastereomeri. Diastereomera, ki se razlikujeta le v 
enem kiralnem centru, imenujemo epimera. Število stereoizomerov za posamezno 
molekulo lahko izračunamo po Le Bel-van't Hoffovem pravilu, ki pravi, da ima vsaka 
organska molekula 2
n
 stereoizomerov, pri čemer je n število kiralnih centrov (razen če ima 
molekula notranjo ravnino simetrije) (21). 
Enantiomera imata enake fizikalno-kemijske lastnosti, vendar ju lahko ločimo, ker sta 
optično aktivna, kar pomeni, da različno zasukata linearno polarizirano svetlobo. Kadar 
enantiomer svetlobo odklanja v desno, ima predpono (+) ali D, če pa v levo, dobi oznako 
(–) ali L. Racemna zmes (ekvimolarna zmes obeh enantiomerov) svetlobe ne odklanja. 
Poimenujemo ju lahko tudi po prioriteti (višje atomsko število ali molekulska masa), 
funkcionalnih skupin okoli kiralnega centra: če si skupine po prioriteti od najvišje do 
najnižje sledijo v smeri urinega kazalca, dobi spojina oznako R, če pa si sledijo proti smeri 
urinega kazalca dobi oznako S (22). Biološka aktivnost enantiomerov se lahko zelo 
razlikuje. Diastereomere razlikujemo lažje, ker imajo navadno med seboj različne 
fizikalno-kemijske lastnosti. Tudi njihova biološka aktivnost se lahko zelo razlikuje (21).  
Več kot polovica trenutno uporabljanih zdravilnih učinkovin (56 %) je kiralnih. Še vedno 
večino teh zaradi ekonomskih razlogov tržijo v obliki racemata, čeprav je že dolgo splošno 
znano, da se lahko kiralne molekule farmakološko, farmakokinetično in toksikološko 
obnašajo zelo različno (23-25). Zato je pomembno, če je mogoče, neaktivne stereoizomere 




1. 2. 2. Izbira ustreznega stereoizomera za terapevtsko rabo 
Vsi proteini, ogljikovi hidrati, nukleozidi in številni hormoni so kiralne spojine, kar 
pomeni, da je naše telo izjemno kiralno selektivno. Metabolizem vsake kiralne molekule 
poteka po drugačni poti in povzroči drugačne farmakološke učinke, ki so lahko želeni ali 
neželeni (21). Pri primerjavi biološke učinkovitosti stereoizomerov moramo poznati in 
razlikovati še dva izraza. Evtomer je bioaktivni enantiomer, ki izkazuje ali ima boljšo 
farmakološko aktivnost, nasprotno pa je distomer manj ali popolnoma neaktiven, v 
najhujših primerih celo toksičen – spomnimo se primera o talidomidu iz 60. let prejšnjega 
stoletja. Talidomid je kiralna spojina, ki so jo odkrili v nemškem farmacevtskem podjetju 
Chemie Grünenthal med sintezo spojin z antibiotičnim delovanjem. S poskusi na miših in 
podganah slednjega delovanja niso potrdili, opazili pa so, da so varni zelo visoki odmerki 
te spojine, zato so njeno uporabo prenesli na bolnike z epilepsijo. Čeprav talidomid za 
profilaktično zdravljenje epilepsije ni bil učinkovit, so bolniki poročali, da deluje 
pomirjevalno in uspavalno. Zdravilo je na trg v Zahodni Nemčiji prišlo leta 1957 pod 
imenom Contergan in je bilo na voljo brez recepta. Uporabljalo se je kot sedativ za 
zdravljenje anksioznosti, nespečnosti, gastritisa in slabosti, kasneje pa so ga svetovali tudi 
nosečnicam za lajšanje jutranje slabosti. Kasneje se je izkazalo, da so se nosečnicam, ki so 
jemale Contergan rojevali otroci s fokomelijo (razvojna napaka, pri kateri se ne razvijejo 
proksimalni deli udov) in še drugimi razvojnimi napakami. Slednji učinki so posledica 
genotoksičnega delovanja enantiomera  S, ki lahko prehaja placento. Kasneje so dokazali, 
da enantiomer R sicer izkazuje šibko sedativno delovanje, vendar tudi optično čista oblika 
ni varna, saj v telesu lahko racemizira (prehaja v obliko S). Zdravilo, ki je med 1. oktobrom 
1957 in koncem leta 1961  povzročilo med 5 in 7 tisoč rojstev otrok z razvojnimi 
napakami, izmed katerih jih je le okoli 40 % preživelo, je primer brez precedensa. Nadzor 
nad razvojem in regulativo zdravil so kasneje posledično zelo zaostrili. Danes se uporablja 
za zdravljenje gobavosti ter multiplega mieloma, seveda pa je predpisovanje nosečnicam 
strogo prepovedano (26-31). 
 
Slika 5: Enantiomera talidomida (povzeto po 26) 
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V prejšnjem podpoglavju smo omenili, da se večina (podatki iz leta 2002 (23): 88%) 
kiralnih učinkovin še vedno trži v obliki racemata, a se ta številka precej zmanjšuje. Kadar 
namesto zdravilne učinkovine, ki je na trgu že dalj časa prisotna v obliki racemata, 
uvedemo nov optično čist stereoizomer z enakim farmakološkim učinkom, temu pravimo 
kiralni preklop. Ta strategija predstavlja veliko prednost za farmacevtska podjetja, saj s 
tem pridobijo dodatno patentno zaščito in novo generično ime (21). Kiralna zdravila, ki 
danes prihajajo na trg, so skoraj vedno (95 %) optično čista (32). 
Na primeru talidomida smo razložili, da imata stereoizomera lahko nasprotujoče si učinke, 
temu pa ni vedno tako. Lahko delujeta enako, lahko eden deluje, drugi pa je neaktiven in 
netoksičen, lahko celo delujeta na različne tarče in se uporabljata za različne indikacije, 
včasih pa sta za delovanje potrebna oba hkrati (21). Na sliki 6 sta prikazana enantiomera 
propranolola, levosučni (S(-)-propranolol) je evtomer. 
 
Slika 6: Enantiomera propranolola (povzeto po 33): Vsi neselektivni antagonisti 
adrenergičnih receptorjev beta so bolj aktivni v levosučni obliki, tudi S(-)-propranolol je 
stokrat bolj učinkovit od oblike R(+). Nasprotno pa ima oblika R(+)popolnoma novo 
indikacijo pri bolnikih s hipertiroidizmom, kjer je uporaba racemnih zmesi zaradi 
delovanja na adrenergične receptorje beta kontraindicirana (34). Večina zdravilnih 







1. 2. 3. Diastereomera spojine SG-10 
Mikroorganizmi, ki skozi kožo ali sluznice uspešno vstopijo v naše telo, naletijo na ovire 
prirojenega imunskega sistema, imenovane receptorji za prepoznavo vzorcev (PRR, iz 
angl. pattern recognition receptors) (35). Med PRR, ki so izraženi v imunskih celicah, 
sodijo tudi receptorji nukleotid-vezoče oligomerizacijske domene 2 (NOD2, iz angl. 
nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2), ki spadajo v razred 
citosolnih NOD-u podobnih receptorjev (NLR, iz angl. NOD-like receptors). Ti imajo zelo 
pomembno vlogo pri regulaciji prirojenega imunskega sistema, saj njihova aktivacija 
povzroči izločanje vnetnih citokinov in protimikrobnih peptidov (36). Poleg aktivacije 
prirojenega imajo agonistični ligandi NOD2 vpliv tudi na pridobljeni imunski sistem, saj 
lahko sinergistično povečajo adjuvantno sposobnost drugih ligandov PRR,, kar je ključno 
za aktivacijo te veje imunosti (37-39). Trenutno so na trgu dovoljeni le štirje posamični 
adjuvansi za cepiva in njihove kombinacije, zato je sinteza novih ključnega pomena (40).  
Nove spojine, ki bi jih lahko uporabljali kot adjuvanse, so tudi agonisti NOD2, med katere 
spada spojina SG-10 (40). Za njeno sintezo so kot reagent uporabili trans-rac 2-(3,4-
difluorofenil)ciklopropan-1-karboksilno kislino (slika 7). Ker je bila spojina, na katero so 
jo pripeli, optično čist tripeptid, sta v sintezi nastala dva produkta (slika 8). 
 
Slika 7: Trans-rac 2-(3,4-difluorofenil)ciklopropan-1-karboksilna kislina: Reagent,  
uporabljen pri sintezi, je trans-racemna zmes (1R,2R)-2-(3,4-difluorofenil)ciklopropan-1-





Slika 8: Diastereomera SG-10: Spojina SG-10 je racemna zmes produktov dietil 
((1R,2R)-2-(3,4-difluorofenil)ciklopropan-1-karbonil)glicil-L-valil-D-glutamata in dietil 
((1S,2S)-2-(3,4-difluorofenil)ciklopropan-1-karbonil)glicil-L-valil-D-glutamata. Izmerjena 
vrednost EC50 je za spojino SG-10 znašala 247 nM (40).  
S čistim stereoizomerom lahko pripravimo nižji odmerek zdravila, ki bo imel enak učinek, 
izognemo se morebitnim neželenim učinkom, pri pripravi dokumentacije za registracijo 
zdravila pa je potrebnih manj testiranj (30, 31). Zato je pomembno, da izoliramo oba 
diastereomera agonista NOD2 ter raziščemo, ali lahko s posameznim dosežemo še nižjo 
vrednost EC50. 
1. 2. 1. Kiralna ločba 
Kiralne spojine lahko nastanejo, kadar v sintezi uporabimo reagente, ki so že sami kiralne 
narave (kot v našem primeru) ali pa nastanejo z enantioselektivno (ali asimetrično) sintezo, 
pri kateri v substratni molekuli nastanejo eden ali več novih kiralnih centrov, ki nato 
tvorijo enantiomere oziroma diastereomere. V nekaterih primerih je tvorba kiralnih spojin 
želena, saj želimo raziskati učinke posamičnih kiralno čistih stereoizomerov, velikokrat pa 
je tudi posledica neželene in situ racemizacije sicer enantiomerno čistih reagentov (21). 
Kadar želimo takšne spojine ločiti, uporabimo postopek kiralne ločbe (imenovan tudi 
kiralna resolucija), s katerim lahko pridobimo optično čiste izomere. Ti postopki so sicer 
zahtevni in časovno potratni, zato se jim želimo izogniti z asimetrično sintezo, kadar je ta 
možna. Postopke delimo na klasične in moderne (21, 26, 28): 
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Med klasičnimi postopki je najbolj poznan postopek s tvorbo diastereomernih soli, kjer z 
reakcijo med kislino in bazo le enega izmed enantiomerov pridobimo dve diastereomerni 
soli, ki se razlikujeta v fizikalno-kemijskih lastnostnih, na podlagi katerih ju lahko potem 
ločimo s kristalizacijo ali filtracijo in pridobimo optično čist enantiomer. Med klasične 
tehnike spada tudi ločba s pomočjo encimske oziroma kinetične resolucije, pri kateri 
izkoriščamo različno afiniteto mikroorganizmov do razgradnje določenega enantiomera. V 
redkih primerih je enantiomera mogoče ločiti tudi s klasično tekočinsko kromatografijo. 
Med modernimi postopki se je za najboljšo analizno in separacijsko tehniko izkazala 
metoda HPLC. Postopek lahko, glede na ločbo analita, izvedemo direktno ali indirektno. 
Pri indirektni tehniki z metodo HPLC na čist enantiomer pripnemo kiralni derivatizacijski 
regent, s čimer pridobimo dva diastereomera, ki ju lahko ločimo na koloni brez kiralnega 
selektorja. Postopek se zaradi visoke cene in nizke učinkovitosti v industriji uporablja 
redko, uporaben pa je za biološke analize, saj je visoko selektiven. Pri direktni tehniki z 
metodo HPLC uporabljamo kolone s kiralnimi selektorji (kiralne kolone), ali pa kiralne 
selektorje dodamo v MF (kiralne MF), pri čemer so izmed obeh pogosteje v uporabi prve, 
saj so interakcije analitov s kiralnimi kolonami bolj predvidljive (proces ima manj 
spremenljivk). Danes obstaja le določen nabor kiralnih selektorjev, ki se uporabljajo v 
kiralnih kolonah, najpogostejši so: celuloza, amiloza in poliakrilamid, obstajajo pa še 
drugi. Potrebno je poudariti, da univerzalni postopek, s katerim bi lahko ločili vse kiralne 
spojine ne obstaja, ampak je izbira prave kolone in metode lahko predmet zelo 
dolgotrajnega raziskovanja, ki temelji predvsem na empiričnih podatkih in izkušnjah 
raziskovalca. Pri tem se opiramo tudi na razumevanje ozadja procesa ločbe, pri čemer po 
teoriji Aboun-Eneina in Alija kiralni selektor enantiomeru zagotavlja kiralno površino, s 
katero ta tvori začasne komplekse, ki imajo različne vezavne energije. Ker pa se 
enantiomera med kiralne strukture prilegata drugače, se na koloni zadržujeta različno 
dolgo, zato ju lahko ločeno eluiramo iz nje. Poleg interakcij s kiralnim selektorjem na 
uspešnost kiralne ločbe z metodo HPLC vplivajo tudi sestava mobilne faze (pH, elektroliti, 




2. NAMEN DELA 
V magistrski nalogi bomo s pomočjo različnih metod tekočinske kromatografije ločili in 
izolirali diastereomera spojine SG-10, ki sta nastala pri njeni sintezi. 
Cilji našega dela so:  
1. razvoj in optimizacija metode, s katero bomo ločili vzorec spojine SG-10 na analita 
(posamezna diastereomera),  
2. razvoj in optimizacija metode, s katero bomo analita izolirati,  
3. razvoj in optimizacija metode, s katero bomo določili količino izoliranih 
diastereomerov, idealno na aparaturi UHPLC in 
4. izračunati diastereomerni presežek. 
Delo bomo začeli na bolj občutljivem sistemu UHPLC v načinu z obrnjeno fazo in s 
spreminjanjem kromatografskih pogojev (kolone in prilagajanjem sestave MF) spojino SG-
10 poskušali ločiti na analita ter ločbo optimizirati. 
Če ločba na sistemu UHPLC ne bo zadovoljiva, bomo delo nadaljevali s HPLC v načinu z 
normalno fazo. Ne glede na tip kromatografije bomo začeli z analizno kolono in s 
spreminjanjem sestave MF razvili in optimizirali metodo ločbe analitov, nato pa jo bomo 
prenesli na semi-preparativni nivo, saj je naš cilj pridobiti optično čisti komponenti in ju 
izolirati na miligramski skali. 
Po izolaciji bomo z analizno metodo določili količino izoliranih diastereomerov in iz 
podatkov, dobljenih pri analizi količine posameznih diastereomerov, izračunali 
diastereomerni presežek.  
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3. MATERIALI IN METODE 
3. 1. Laboratorijska oprema 
- Rotavapor Büchi R-215 s črpalko Büchi V-700, vodno kopeljo Büchi B-491 in 
krmilnikom Büchi V-850 
- Hladilnik Pol Eko CHL 6 Basic 
- Ultrazvočna kadička Iskra Pio Sonis 4 
- Analizna tehtnica Mettler Toledo AG245 
- Enokanalna mehanska pipeta Thermo Fisher Scientific Finnpipette™ FI z volumnom 
do 1000 L 
3. 1. 1. Oprema HPLC in UHPLC 
Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 z DAD-detektorjem s kolonami z obrnjeno fazo 
(Acquity UPLC® HSS C18 SB, 1,8 m, 2,1 × 50 mm, Acquity UPLC® BEH Phenyl, 1,7 
m, 2,1 × 100 mm, Acquity UPLC® BEH Phenyl, 1,7 m, 2,1 × 150 mm in Acquity 
UPLC® BEH Shield RP18 1,7 m, 2,1 × 100 mm). 
Za obdelavo kromatogramov smo uporabljali programsko opremo Chromeleon© Dionex 
7.2.9.11323. 
Agilent Technologies/HP 1100 series z UV/VIS-detektorjem s  kolonama z obrnjeno fazo 
(Kromasil® 3-CelluCoat, 3 m, 4,6 × 150 mm in Kromasil® 5-CelluCoat, 5 m, 10 × 250 
mm). 
Za obdelavo kromatogramov in izračun parametrov ločbe smo uporabljali programsko 
opremo Agilent ChemStation. 
3. 2. Kemikalije 
- Trifluoroocetna kislina (TFA), ≥ 99,0 % za HPLC, Merck (Sigma Aldrich), Nemčija 
- Metanol (MeOH), Ph. Eur., Carlo Erba, Italija 
- Visoko prečiščena voda (ddH2O; pripravljena s sistemom Mili-Q® za ultračisto vodo) 
- Acetonitril (ACN), Ph. Eur., Merck, Nemčija 
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- Dimetilsulfoksid (DMSO), ACS, Merck, Nemčija 
- Izopropanol (i-Pr), Ph. Eur., Carlo Erba, Italija 
- Etanol (EtOH), Ph. Eur., Carlo Erba, Italija 
- Heksan, 95 % za analizo, PanReac, Španija 
3. 2. 1. Spojina SG-10 
Spojino SG-10 je sintetiziral doktorski študent Samo Guzelj, mag. farm. na Fakulteti za 
farmacijo, Katedri za farmacevtsko kemijo pod mentorstvom izr. prof. dr. Žige Jakopina, 
mag. farm. 
Formule trans-rac kislin in diastereomerov SG-10 smo narisali s programom ChemDraw. 
3. 3. Analitika diastereomerov z UHPLC 
Z delom smo pričeli na zelo občutljivem UHPLC sistemu, ki smo ga uporabljali v načinu z 
obrnjeno fazo (RP-UHPLC). Naš cilj je bil doseči ločbo obeh diastereomerov spojine SG-
10. 
3. 3. 1. Priprava vzorca in slepih kontrol za analizo z UHPLC 
Na analizni tehtnici smo v 2-mL mikrocentrifugirko zatehtali 1,08 g spojine SG-10 in ji 
dodali 1080 L DMSO, da smo naredili založno raztopino SG-10 s koncentracijo 1 
mg/mL. Postopek smo po potrebi ponovili. 
Vzorce in slepe kontrole smo si sveže pripravili pred delom, ostanek pa hranili v hladilniku 
in jih uporabili za nadaljnje analize. 
Priprava vzorca SG-10 
Za analizo smo v 2-mL mikrocentrifugirko zmešali 120 L založne raztopine SG-10, 480 
L ACN in 600 L ddH2O. Raztopino smo v vialo filtrirali skozi filter z velikostjo por 







Priprava slepe kontrole 
Za slepo kontrolo smo v 2-mL mikrocentrifugirko zmešali 120 L DMSO, 480 L ACN in 
600 L ddH2O. Raztopino smo v vialo filtrirali skozi filter z velikostjo por 0,45 m in jo 
označili ter zatesnili. Pripravili smo dve slepi kontroli. 
3. 3. 2. Priprava topil za UHPLC analize 
Topiloma H2O in ACN, ki smo ju uporabljali za pripravo MF, smo na 100 delov dodali 1 
del ACN oziroma H2O ter 0,1 dela TFA. Tako smo zagotovili konstanten delež TFA v MF 
tekom celotne elucije. 
3. 3. 3. Metode UHPLC 
Na kolone smo injicirali po 5 L vzorca, vedno v zaporedju slepa kontrola, vzorec in na 
koncu še ena slepa kontrola. S prvim injiciranjem slepe kontrole smo se prepričali, da je 
kolona čista in pripravljena za delo, s slepo kontrolo na koncu pa smo preverjali morebiten 
prenos vzorcev med posameznimi analizami (angl. 'carry-over' effect). S pomočjo merjenja 
absorbance pri valovnih dolžinah 210 in 254 nm smo spremljali elucijo analita iz kolone. 
Po končanem delu smo kolone 180 min spirali s pretokom 0,1 mL/min z naslednjo 
kombinacijo topil: od 0 do 60 min s 95 % H2O in 5 % ACN, od 61 do 120 min s 5 % H2O 
in 95 % ACN, od 121 do 180 min pa s 50 % H2O in 50 % ACN. 
a.) Kolona C18 
Najprej smo uporabili kolono C18 (Acquity UPLC® HSS C18 SB, 1,8 m, 2,1 × 50 mm) 
in preizkusili metode z različnimi topili, predstavljene v preglednici I. Pri gradientni eluciji 
smo polarnemu topilu (ddH2O ali 0,1% TFA) z manjšo elucijsko močjo (topilo A) 
postopno dodajali delež organskega modifikatorja (MeOH ali ACN), z večjo elucijsko 
močjo (topilo B). Ko smo dobili začetne informacije o zadrževanju spojine SG-10 na 







Preglednica I: Metode za ločbo diastereomerov spojine SG-10 s kolono C18 na UHPLC 
Kolona 
C18 





Tip elucije Delež topila A Delež topila B 
Čas metode 
(min) 
0,3 40 Gradientna 
95 % 0,1% TFA  
5 % 0,1% TFA 
5 % ACN  
95 % ACN 
12,5 
0,3 40 Gradientna 
95 % H2O  
5 % H2O 
5 % ACN  
95 % ACN 
12,5 
0,3 40 Gradientna 
95 % 0,1% TFA  
5 % 0,1% TFA 
5 % MeOH  
95 % MeOH 
12,5 
0,3 40 Gradientna 
95 % H2O  
5 % H2O 
5 % MeOH  
95 % MeOH 
12,5 
 
Vse gradientne elucije na koloni C18 so potekale skladno s preglednico II. Od časa -3,0 do 
0,0 min je potekala ekvilibracija kolone z začetno mešanico MF, nato smo kolono od 0,0 
do 10,0 min spirali z MF z naraščajočim deležem topila B, med 10,0 in 12,0 smo gradient 
MF ustavili in kolono spirali z najvišjim deležem topila B, med 12,0 in 12,5 min pa se je 
sestava MF vrnila do začetne mešanice. 
Preglednica II: Potek gradientne elucije na koloni C18: Del metode kjer elucija poteka 







-3,0 95 5 
0,0 95 5 
10,0 5 95 
12,0 5 95 





b.) Fenilni koloni 
Delo smo nadaljevali s fenilno kolono dolžine 100 mm (Acquity UPLC® BEH Phenyl, 
1,7 m, 2,1 × 100 mm) in preizkusili metode, predstavljene v preglednici III. Na kolono 
smo injicirali po 5 L vzorca v zaporedju slepa kontrola, vzorec in na koncu še ena slepa 
kontrola. 











Delež topila A Delež topila B 
Čas metode 
(min) 
0,3 40 gradientna 
95 % H2O  
5 % H2O 
5 % ACN  
95 % ACN 
21 
0,3 40 izokratska 40 % H2O 60 % ACN 30 
0,3 40 izokratska 50 % H2O 50 % ACN 30 
 
Preizkusili smo tudi kolono s fenilnimi skupinami dolžine 150 mm (Acquity UPLC® 
BEH Phenyl, 1,7 m, 2,1 × 150 mm), ki smo jo temperirali na 40 °C, pretok MF je bil 0,3 
mL/min, elucija pa gradientna s sestavo topila A od 95 % H2O do 5 % H2O in topila B od 5 
% ACN do 95 % ACN, metoda pa je trajala 21 min (skladno s preglednico IV). 
Preglednica IV: Potek gradientne elucije na fenilnih kolonah: Del metode kjer elucija 







-5,0 95 5 
0,0 95 5 
15,0 5 95 
20,0 5 95 




c.) Kolona Shield RP18 
Nazadnje smo preizkusili tudi kolono Shield RP18 (Acquity UPLC® BEH Shield RP18 
1,7 m, 2,1 × 100 mm), ki ima poleg skupin C18 na delce vezane tudi karbamatne 
skupine, ki so zmožne tvorbe dodatnih vodikovih vezi z analitom. Kolono smo temperirali 
na 50 °C, pretok MF je bil 0,3 mL/min, elucija gradientna s sestavo topila A od 90 % 0,1% 
TFA do 40 % 0,1% TFA in topila B od 10 % ACN do 60 % ACN, metoda pa je trajala 
25,5 min.  
Gradientna elucija na koloni Shield RP18 je potekala skladno s podatki, navedenimi v 
preglednici V. 
Preglednica V: Potek gradientne elucije na koloni Shield RP18: Del metode kjer elucija 







-4,0 90 10 
0,0 90 10 
20,0 10 90 
25,0 10 90 
25,5 90 10 
3. 4. Analitika in izolacija diastereomerov s HPLC 
Delo smo nadaljevali na HPLC, ki smo ga uporabljali v načinu z normalno fazo (NP-
HPLC). Naš cilj je bil na analizni koloni doseči ločbo obeh diastereomerov spojine SG-10, 
nato pa metodo prenesti na semi-preparativno kolono in frakcije analitov ločeno zbrati ter 
ju na koncu izolirati. Izoliranima diastereomeroma smo na koncu določili maso in 
izračunali diastereomerni presežek. 
3. 4. 1. Priprava vzorcev in slepih kontrol za analizo s HPLC 
Na analizni tehtnici smo v 2-mL mikrocentrifugirko natehtali 1,02 g spojine SG-10 in ji 
dodali 1020 L EtOH, da smo naredili založno raztopino SG-10 s koncentracijo 1 mg/mL. 
Vzorce in slepe kontrole smo hranili v hladilniku. 
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Priprava vzorca SG-10 0,2 mg/mL 
Želeli smo pripraviti raztopino za analizo s koncentracijo spojine 0,2 mg/mL, zato smo 
založno raztopino SG-10 petkrat redčili z EtOH v 2 mL mikrocentrifugirko, filtrirali v 1,5-
mL vialo skozi membranski filter z velikostjo por 0,45 m in jo zatesnili ter označili.  
Priprava vzorca SG-10 1,0 mg/mL 
Želeli smo pripraviti raztopino za analizo s koncentracijo spojine 1,0 mg/mL, zato smo 
založno raztopino SG-10 filtrirali v 1,5-mL vialo skozi membranski filter z velikostjo por 
0,45 m in jo zatesnili ter označili.  
Priprava vzorca SG-10 2,5 mg/mL 
V 10-mL vialo smo natehtali 14,00 mg spojine in ji dodali 5600 L EtOH, pri čemer smo 
dobili raztopino, ki je imela koncentracijo spojine SG-10 2,5 mg/mL. Raztopino smo 
filtrirali v 1,5 mL-vialo skozi membranski filter z velikostjo por 0,45 m jo zatesnili ter 
označili. 
Priprava vzorcev frakcij F1 in F2 
Pri najustreznejših pogojih ločbe smo frakcije obeh analitov zbrali in izolirali z 
odparevanjem MF pri znižanem tlaku (150 milibarov) in povišani temperaturi (40 °C) z 
uporabo rotavaporja. Posamezna izolirana diastereomera smo poimenovali glede na 
retencijski čas z F1 in F2, F1 se eluira prvi in F2 drugi, in ju shranjevali v bučkah, 
zaščitenih pred svetlobo, pri 4 °C. Postopek smo večkrat ponovili, da smo dobili zadostno 
količino obeh analitov (vsaj 1 mg). 
Glede na koncentracijo vzorca, ki smo ga injicirali na kolono, in volumna injiciranja smo 
izračunali, kolikšna masa analita naj bi ostala v bučki po odparevanju MF (1 oziroma 1,5 
mg, saj smo pri eni izmed ponovitev izločili nekatere frakcije) in v bučke dodali po 5 
oziroma 7,5 mL EtOH, da smo pripravili raztopini F1 in F2 s približno koncentracijo 0,2 
mg/mL. 500 L raztopine smo iz bučk neposredno prenesli v 1,5-mL viale, saj bi s 





Priprava slepe kontrole 
Za slepo kontrolo smo uporabili EtOH, ki smo ga filtrirali v 1,5-mL vialo skozi 
membranski filter z velikostjo por 0,45 m in jo zatesnili ter označili. Pripravili smo dve 
slepi kontroli. 
3. 4. 2. Metode, uporabljene za analitiko diastereomerov s 
HPLC 
Z delom smo začeli na analizni koloni z 3-m delci silicijevega dioksida na katere je 
vezana  tris-(3,5-dimetilfenil)karbamat celuloza (3-CC, Kromasil® 3-CelluCoat, 3m, 
4,6 × 150 mm) in preizkusili različna razmerja heksana in alkoholov (EtOH, MeOH in i-
Pr), ki smo jih predstavili v preglednici VI. Na analizno kolono 3-CC smo injicirali po 20 
L vzorca s koncentracijo 0,2 mg/mL. Tudi pri analitiki s HPLC smo injicirali v vrstnem 
redu: slepa kontrola, vzorec in slepa kontrola. Koloni nismo uravnavali temperature. 
Elucijo analitov iz kolone smo spremljali pri valovnih dolžinah 210 in 254 nm, ter pri širini 
pasu valovnih dolžin (bw) 8 pri 210 oziroma 16 pri 254 nm.  
Pred začetkom dela smo kolono približno 20 min spirali s pretokom 0,5 mL/min s 95 % 
heksana in 5 % EtOH. 
Po končanem delu smo kolono približno 30 min spirali s pretokom 0,4 mL/min s 70 % 











Preglednica VI: Metode za ločbo diastereomerov spojine SG-10 s kolono 3-CC na HPLC: 
Pogoji najbolj optimalne metode so označeni s krepkim tiskom. 
3. 4. 3. Metode, uporabljene za semi-preparativno ločbo in 
izolacijo diastereomerov s HPLC 
Izbrano metodo smo nato preizkusili na semi-preparativni koloni z enakim tipom SF, kot jo 
je imela analizna kolona, le z večjimi 5-m delci (5-CC, Kromasil® 5-CelluCoat, 5 m, 
10 × 250 mm). MF smo na kolono dovajali le v izokratskem načinu elucije. Za ločbo na 
koloni 5-CC smo koncentracijo vzorca povečali na 1 mg/mL, nato do 2,5 mg/mL, s čemer 
smo dosegli največjo topnost spojine SG-10 v EtOH. Postopoma smo povečevali volumen 
injiciranega vzorca v koncentraciji 2,5 mg/mL iz 20 L na 200 L. Na kolono smo 
injicirali v vrstnem redu: slepa kontrola, vzorec in slepa kontrola. Elucijo analitov iz 
kolone smo spremljali pri valovnih dolžinah 210 (bw 8) in 254 (bw 16) nm. Metode so 
predstavljene v preglednici VII.  
Pred začetkom dela smo kolono približno 20 min spirali s pretokom 0,5 mL/min z 90 % 
heksana in 10 % i-Pr. 
Kolona 3-
CC 






Tip elucije Delež topila A Delež topila B 
Čas metode 
(min) 
1 20 Gradientna 
95 % heksan  
5 % heksan 
5 % EtOH  
95 % EtOH 
25 
1 20 Izokratska 80 % heksan 20 % EtOH 7 
1 20 Izokratska 85 % heksan 15 % EtOH 9 
1 20 Izokratska 90 % heksan 10 % EtOH 15 
1 20 Izokratska 95 % heksan 5 % EtOH 22 
1 20 Izokratska 95 % heksan 5 % MeOH 22 
1 20 Izokratska 95 % heksan 5 % i-Pr 17 
1 20 Izokratska 90 % heksan 10 % i-Pr 17 
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Po koncu dela smo kolono približno 30 min spirali s pretokom 0,5 mL/min z 80 % heksana 
in 20 % i-Pr. 
Preglednica VII: Metode za izolacijo diastereomerov spojine SG-10 s kolono 5-CC na 
HPLC 
 
3. 4. 4. Metode, uporabljene za končno analizo frakcij 
izoliranih diastereomerov F1 in F2 s HPLC 
Končne analize smo naredili na analizni koloni 3-CC. Želeli smo prilagoditi metodo, da bi 
na kromatogramu dobili največji možni odziv posameznega analita, zato smo spreminjali 
bw pri valovni dolžini 210 nm. Uporabljali smo raztopino vzorca SG-10 v koncentraciji 1 
mg/mL in injicirali po 20 L vzorca. Za končno analizo smo na kolono 3-CC injicirali po 
20 L vzorcev SG-10, F1 in F2 v koncentraciji 0,2 mg/mL. Ponovno smo injicirali tudi 
slepe kontrole na začetku in koncu. Metode so predstavljene v preglednici VIII. 
Pred začetkom dela smo kolono približno 20 min spirali s pretokom 0,5 mL/min z 90 % 
heksana in 10 % EtOH. 
Kolona 5-
CC 









Delež topila A Delež topila B 
Čas metode 
(min) 
3 20 1 90 % heksan 10 % i-Pr 20 
3 20 1 85 % heksan 15 % i-Pr 25 
3 20 1 80 % heksan 20 % i-Pr 25 
3 20 2,5 80 % heksan 20 % i-Pr 20 
3 50 2,5 80 % heksan 20 % i-Pr 20 
3 100 2,5 80 % heksan 20 % i-Pr 20 
3 150 2,5 80 % heksan 20 % i-Pr 20 
3 200 2,5 80 % heksan 20 % i-Pr 20 
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Po koncu dela smo kolono približno 30 min spirali s pretokom 0,5 mL/min z 95 % heksana 
in 5 % i-Pr. 













Delež topila A Delež topila B 
Čas metode 
(min) 
1 210 (bw 8) 1 95 % heksan 5 % EtOH 20 
1 210 (bw 16) 1 95 % heksan 5 % EtOH 20 
1 210 (bw 8) 0,2 95 % heksan 5 % EtOH 25 
1 210 (bw 16) 0,2 95 % heksan 5 % EtOH 25 
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3. 5. Izračun diastereomernega presežka 
Iz koncentracij, ki smo jih določili z analizo čistih frakcij F1 in F2 (podpoglavje 3. 4. 4.), 
lahko izračunamo tudi diastereomerni presežek. 
Enantiomerni presežek (ee, iz angl. enantiomeric excess) je merilo čistosti kiralnih spojin. 
Z izračunom ee lahko določimo, za koliko več je v zmesi prisotnega enega enantiomera 
(racemne zmesi imajo vrednost ee 0 %, optično čiste spojine pa 100 %). Izračunamo ga 
lahko po spodnji enačbi 7.a. Ker imamo opravka z diastereomeri, bomo računali 
diastereomerni presežek (de, iz angl. diastereomeric excess) po isti enačbi, pri čemer bomo 
za znak R vstavljali množino frakcije F1, za znak S pa množino frakcije F2.  
Enačba 7.a: Diastereomerni presežek (de): R = množina frakcije F1, S = množina frakcije 
F2 
𝑑𝑒 = ( 
𝑅 − 𝑆
𝑅 + 𝑆
× 100) % 
Iz preračunanega de nato določimo odstotni delež diastereomera, ki ga je v zmesi več 
oziroma manj po spodnji enačbi 7.b. 
Enačba 7.b: Izračun odstotnega deleža (frakcije) diastereomera, ki ga je v zmesi več (FR) in 
ki ga je v zmesi manj (FS): de = diastereomerni presežek 
𝐹𝑅 =  +
𝑑𝑒
2
+ 50 % 
𝐹𝑆 =  −
𝑑𝑒
2




4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
4. 1. Rezultati analitike diastereomerov z UHPLC 
Prvi sistem UHPLC je leta 2004 predstavilo podjetje Waters, kot izvedenko že dobro 
znanega sistema HPLC, ki so ga nadgradili zaradi potrebe po hitrejših in boljših analizah 
velikega števila vzorcev. Kratici UPLC® in UHPLC sta sopomenki, le da je prva 
registrirana znamka podjetja Waters (41). Danes je najpogostejša oblika tekočinske 
kromatografije (ultra)visoke ločljivosti v načinu z obrnjeno fazo, kjer uporabljamo 
nepolarne SF in polarne MF, najpogosteje pa uporabljamo kolone C18. Tako smo 
raziskovalno delo začeli tudi mi. 
a.) Kolona C18 
Najprej smo na koloni C18 (Acquity UPLC® HSS C18 SB, 1,8 m, 2,1 × 50 mm) izvedli 
analizo z gradientno elucijo s spreminjanjem deležev topila A od 95 % 0,1% TFA do 5 % 
0,1% TFA in topila B od 5 % ACN do 95 % ACN. Pri analizi kromatograma smo opazili, 
da vrhova analitov nista bila ločena, dobili smo le en vrh med 6. in 7. minuto (ni 
prikazano), ki je bil viden pri 220 nm (absorpcijski maksimum peptidnih vezi), 254 nm in 
268 nm (absorpcijska maksimuma konjugiranih dvojnih vezi). Preizkusili smo tudi metode 
z gradientno elucijo, kjer smo 0,1% TFA zamenjali s H2O, ter oba z menjavo ACN za bolj 
polaren MeOH. Pri vseh zgoraj naštetih možnostih smo dobili le en vrh, saj spojina s SF ni 
imela zadostnih interakcij, da bi se ločila na posamezna analita. 
Spojina SG-10 je sestavljena iz tripeptida, ki je polarne narave, hkrati pa ima tudi 
nepolaren del (difluoriran aromatski obroč). Ta kolona C18 ima na delce silicijevega 
dioksida pripete dolge alifatske verige, ki so nepolarne, vendar površina delca z njimi ni 
popolnoma zasedena, ampak so med njimi proste šibko kisle silanolne skupine, ki so 
zmožne hidrofilnih interakcij. Ker je naša molekula relativno velika (539,57 g/mol), je njen 
dostop do silanolnih skupin verjetno sterično oviran. 
Preizkusili bi lahko še druge MF z različnimi pufri, spreminjali njihovo pH vrednost in 
ionsko moč, dodali druge organske modifikatorje ali molekule, s katerimi bi tvorili ionske 
pare. Opisano bi sicer morda koristilo pri analitiki spojine SG10, mi pa smo želeli analizno 
metodo prenesti na semi-preparativni skalo. Tako bi morali po uspešni ločitvi 
diastereomerov nato odstraniti še soli pufra, če bi le-tega uporabili tekom ločbe. Zato smo 
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se odločili, da pufer uporabimo le v primeru, če na druge načine ne bi dobili ustrezne 
ločbe. Ločba se na koloni C18 ni niti malo nakazala, zato smo se odločili, da takoj 
preidemo na kolono z drugo vezano fazo. 
b.) Fenilni koloni 
Izbrali smo drugo najpogostejšo vrsto kolon pri RP-(U)HPLC, ki ima na delce silicijevega 
dioksida vezane fenilne skupine, ki nam poleg hidrofobnih omogočajo tudi - interakcije 
z našim analitom. Na fenilnih kolonah lahko pričakujemo daljšo retencijo vzorca kot na 
kolonah C18 (42).  
Uporabili smo fenilno kolono dolžine 100 mm (Acquity UPLC® BEH Phenyl, 1,7 m, 
2,1 × 100 mm), ki ima na delce silicijevega dioksida fenilne skupine pripete preko 
trifunkcionalnih C6-skupin. Ima tudi dodatno derivatizirane preostale proste silanolne 
skupine na površini, kar v angleški literaturi imenujemo ''endcapping''. Skupine so 
najpogosteje alkilirane do trimetilsililnih skupin, vendar proizvajalec točnega postopka v 
našem primeru ne izda. Površina delca je tako bolj uniformna, zato je kolona odpornejša na 
bazične MF, hkrati pa s tem preprečimo repatost vrhov bolj polarnih analitov, ker so 
nespecifične (in včasih neželene) interakcije onemogočene (4).  
Tudi na fenilni koloni dolžine 100 mm smo najprej izvedli analizo z gradientno elucijo s 
spreminjanjem deležev topila A od 95 % H2O do 5 % H2O in topila B od 5 % ACN do 95 
% ACN. Pri analizi kromatograma smo ugotovili, da smo pri 9,3 min dobili vrh, kjer je bila 
ločba analitov že delno nakazana (ni prikazano). MF je v tej časovni točko vsebovala 
približno 60 % ACN in 40 % H2O, zato smo v naslednjem koraku izvedli metodo z 
izokratsko elucijo s takšno sestavo MF. Retencija spojine na koloni je bila prekratka (4 
min), vrhova pa sta ostala združena (ni prikazano). V nadaljnjih metodah smo zmanjšali 
količino organskega modifikatorja ACN na 50 % in kasneje še na 40 %, saj smo s tem 
želeli izboljšati ločbo. Vendar je bila tudi pri slednjih pogojih retencija prekratka (5 min), 
vrhova pa nista bila ločena na bazni liniji (ni prikazano).  
Želeli smo preizkusiti tudi zadrževanje spojine na daljši koloni z enako vezano SF, zato 
smo uporabili fenilno kolono dolžine 150 mm (Acquity UPLC® BEH Phenyl, 1,7 m, 
2,1 × 150 mm). Daljšo kolono smo izbrali, ker z njimi praviloma lahko dosežemo boljšo 
resolucijo. Uporabili smo enako metodo gradientne elucije kot na krajši fenilni koloni. Žal 
31 
 
je bil rezultat ločbe precej podoben prejšnjim in daleč od želenih rezultatov. Za dosego 
želene selektivnosti torej nismo izbrali prave kolone. 
Delo na fenilnih kolonah smo opustili, saj tudi v primeru zadovoljive ločbe nismo imeli na 
voljo semi-preparativne kolone z ustrezno SF. Tako bi to metodo lahko uporabili le v 
analizne namene. 
c.) Kolona Shield RP18 
Nazadnje smo preizkusili tudi kolono Shield RP18 (Acquity UPLC® BEH Shield RP18 
1,7 m, 2,1 × 100 mm), ki ima poleg skupin C18 na delce vezane tudi karbamatne 
skupine, ki so zmožne tvorbe dodatnih vodikovih vezi z analitom (dodatna selektivnost). 
Tudi ta kolona ima izveden ''endcapping'' (44). Za prvo analizo smo uporabili metodo z 
gradientno elucijo s sestavo topila A od 90 % 0,1% TFA do 40 % 0,1% TFA in topila B od 
10 % ACN do 60 % ACN. Rezultati te analize so bili najbolj obetajoči do tedaj, kar je 
razvidno iz kromatograma na sliki 9. 
Slika 9: Kromatogram ločbe diastereomerov SG-10 s kolono Shield RP18: Na sliki je 
razvidno, da je bila retencija analitov podaljšana do 12,303 oziroma 12,390 min za 
posamezna diastereomera. Še vedno pa vrhova nista bila ločena na bazni liniji. 
Verjetno bi z dolgotrajno optimizacijo metode lahko dosegli ločbo na bazni liniji, a 
podobno kot v primeru fenilne kolone, nismo imeli na voljo semi-preparativne kolone z 
enakim tipom SF.  
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4. 2. Rezultati analitike in izolacije diastereomerov s 
HPLC 
Način z obrnjeno fazo se ni izkazal kot najboljši za ločbo naše spojine, zato je bil naš 
naslednji logični korak delo v načinu z normalno fazo, kjer uporabljamo polarne SF in 
nepolarne MF. Za to smo imeli na voljo aparaturo HPLC z analizno in semi-preparativno 
kolono z enako vezano fazo, kar je olajšalo prenos optimizirane metode iz prve na drugo. 
Ker nam na RP-UHPLC ni uspelo optimizirati metode ločbe diastereomerov, smo na NP-
HPLC opravili tudi končno analitiko diastereomerov, čeprav slednji ni tako občutljiv kot 
UHPLC.  
4. 2. 1. Rezultati analitike diastereomerov s HPLC 
Kolona 3-CC (Kromasil® 3-CelluCoat, 3m, 4,6 × 150 mm), ki smo jo uporabili, ima na 
delce silicijevega dioksida vezano celulozo, funkcionalizirano s 3,5-
dimetilfenil)karbamatnimi skupinami (slika 10) (45). V primerjavi s fazami, ki smo jih 
uporabljali na UHPLC, je ta veliko bolj zapletena in lahko z analitom interagira na več 
načinov: z vodikovimi vezmi, s - vezmi, s hidrofobnimi interakcijami in z dipol-dipol 
interakcijami. Zaradi razvejanosti SF na ločbo vplivajo tudi sterični efekti (46). Posebnost 
kolon CelluCoat® je ta, da so kiralno selektivne, kar pomeni, da imajo sposobnost 
ločevanja enantiomerov. Mi imamo opravka z diastereomeroma, zato bi lahko za ločbo 
uporabili tudi kolono brez kiralnega selektorja. 
 
Slika 10: Shematski prikaz stacionarne faze Kromasil® CelluCoat (povzeto po 47) 
Čeprav na kiralnih kolonah navadno ne uporabljamo gradientne elucije (48), saj s tem 
izničimo namen kiralnega selektorja, smo jo mi vseeno uporabili, saj smo želeli spoznati, 
kako se spojina SG-10 obnaša v popolnoma drugačnem sistemu. Uporabili smo elucijo z 
gradientom topila A od 95 % heksana do 5 % heksana in topila B od 5 % EtOH do 95 % 
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EtOH. Iz kromatograma (slika 11) smo lahko takoj razbrali, da bo sistem z normalno fazo 
bolj ustrezen, saj sta bila vrhova ločena (ne še na bazni liniji), retencijski čas posameznih 
analitov pa je znašal 7,741 in 8,229 min.  
Slika 11: Kromatogram spojine SG-10, gradientna metoda na koloni 3-CC 
Sestava MF, v trenutku ko je spojina prišla iz kolone, je bila približno 80 % heksana in 20 
% EtOH, zato smo naslednjo analizo izvedli v izokratskem načinu s to mešanico MF. 
Analita sta prišla iz kolone že med 2 in 3 min, zato smo se odločili zmanjšati delež 
organskega modifikatorja iz 20 na 15 % in ponoviti analizo. Retencija spojin se je 
izboljšala le za eno minuto, ločbe na bazni liniji še vedno nismo dosegli in eden izmed 
vrhov je bil preveč širok. Bližje želeni ločbi smo prišli, ko smo še nadalje zmanjšali 
količino organskega modifikatorja EtOH iz 15 na 10 %. Na kromatogramu (slika 12) smo 
ob časovnih točkah 5,456 in 5,843 min dobili dva visoka ozka vrha, a žal njuna ločba še 
vedno ni bila na bazni liniji. 
Slika 12: Kromatogram spojine SG-10, izokratska metoda na koloni 3-CC (90 % 
heksan, 10 % EtOH) 
Količino EtOH smo zmanjšali še na 5 % in kot rezultat dobili dva na bazni liniji ločena 
visoka vrhova, ki sta se sicer nekoliko razvlekla. Odločili smo se, da poizkusimo še z bolj 
polarnim MeOH, ki smo ga v kombinaciji 95 % heksana in 5 % MeOH uporabili za MF v 
naslednji analizi. Retencija analitov se je podaljšala, vrhova pa sta se popolnoma razvlekla, 
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zato smo se odločili da uporabimo i-Pr, ki je od obeh že uporabljenih organskih 
modifikatorjev najmanj polaren. Sestava MF s 5 % i-Pr in 95 % heksana se je izkazala za 
neustrezno, zato smo se odločili povečati količino i-Pr. Z MF, ki je bila sestavljena iz 10 % 
i-Pr in 90 % heksana, smo dosegli ločbo na bazni liniji (slika 13), vrhova sta bila sicer 
široka, a dovolj ločena (7,645 in 10,669 min), da smo se odločili prenesti ločbo na semi-
preparativni nivo.  
Slika 13: Kromatogram spojine SG-10, izokratska metoda na koloni 3-CC (90 % 
heksana in 10 % i-Pr) 
Analita smo opazovali pri valovnih dolžinah 210 (bw 8) nm ter 254 (bw 16) nm. Boljši 
odziv smo dobili pri 210 nm, ker imajo v tem območju absorpcijski maksimum peptidne 
vezi, ki jih je v spojini SG-10 več kot konjugiranih dvojnih vezi, ki absorbirajo v območju 
254 nm.  
4. 2. 2. Rezultati semi-preparativne ločbe in izolacije 
diastereomerov s HPLC 
Semi-preparativna kolona 5-CC (Kromasil® 5-CelluCoat, 5 m, 10 × 250 mm) ima 
enake skupine kot kolona 3-CC, le da velikost delcev, na katere so vezane, znaša 5 m. 
Ustrezno ima več kot dvakrat večji notranji premer in je hkrati za 100 mm daljša od kolone 
3-CC. Na toliko večji koloni za dosego enakih tlakov uporabljamo trikrat višje pretoke. 
Optimizirano metodo iz kolone 3-CC smo neposredno prenesli na kolono 5-CC, le da smo 
MF s sestavo 90 % heksana in 10 % i-Pr dovajali s pretokom 3 mL/min. Iz kolone pri teh 
pogojih nismo uspeli eluirati vzorca. Količino i-Pr smo povečali najprej na 15 % in 
podaljšali čas analize za 5 min. Dobili smo dva vrhova na 13,905 in 18,870 min, ki sta bila 




Slika 14: Kromatogram spojine SG-10, izokratska metoda na koloni 5-CC (85 % 
heksana in 15 % i-Pr) 
Na kolono smo želeli ob enkratnem injiciranju nanesti čim več vzorca, ki mora biti topen v 
MF, zato smo delež i-Pr povečali še na 20 % in se prepričali, da je ločba še vedno ustrezna. 
Za naslednje korake analize smo pripravili vzorec spojine SG-10 s koncentracijo 2,5 
mg/mL, kar je bila najvišja možna koncentracija, ki jo je bilo mogoče pripraviti v EtOH. 
Začeli smo z analizami, kjer smo pri nespremenjenih pogojih MF (80 % heksana in 20 % i-
Pr) na kolono injicirali 20, 50, 100, 150 in 200 L vzorca SG-10 s koncentracijo 2,5 
mg/mL in preverjali ustreznost ločbe. Pri vseh volumnih smo dobili vrhova med 9,5 in 10 
ter 12,5 in 13 min, ki sta bila ločena na bazni liniji. Odločili smo se, da pri 200 L 
odnehamo, saj bi se ločba z nadaljnjim povečevanjem volumna najverjetneje poslabšala. 
Ker je zadnji vrh iz kolone izstopil po približno 13 min, smo trajanje metode skrajšali na 
16 min, da smo z nadaljnjimi analizami zmanjšali porabo organskih topil. 
Pogoji ločbe frakcij diastereomerov F1 in F2, ki izvirajo iz najbolj optimizirane metode 
so bili slednji: 
Koncentracija vzorca SG-10: 2,5 mg/mL 
Temperatura kolone: sobna 
Volumen injiciranja: 200 L 
Pretok: 3 mL/min 
Sestava mobilne faze: 80 % heksana in 20 % i-Pr 
Čas metode: 16 min 
Kromatogrami teh analiz so zbrani v prilogah (poglavje 7). 
Analita smo po prihodu iz kolone zbirali z avtomatskim zbiralcem frakcij, ki smo mu glede 
na prejšnje analize določili meje zbiranja. Prvi diastereomer F1 smo zbirali od 7,8 min 
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skoraj 3 min, drugi diastereomer F2 pa od 10,8 min naprej skoraj 3 min (časovne točke so 
se med analizami razlikovale za do 0,1 min). Določili smo, da naj se MF zbira, ko kateri 
izmed detektorjev zazna vrh, višji od 6 mAU, zbiranje posameznega vrha pa sme trajati 
največ 3 min. 
Na kolono smo injicirali po 200 L vzorca spojine SG-10 s koncentracijo 2,5 mg/mL. 
Predpostavili smo, da z vsakim injiciranjem pridobimo 0,25 mg posameznega analita, če je 
razmerje diastereomerov 50:50. Odločili smo se, da bomo injiciranje ponovili vsaj šestkrat 
in pridobili približno 1,5 mg vsakega analita. Cel postopek smo ponovili dvakrat, saj se 
nam serija z več injiciranji časovno ni izšla znotraj delovnega dne. Iz kromatogramov 
analiz smo razbrali, v katere viale je avtomatski zbiralec frakcij zbiral MF, ki je vsebovala 
želena analita, in njihovo vsebino združili v bučkah ter odparili topilo.  
Suhi masi F1 in F2 smo nato dodali ustrezni volumen EtOH, da smo dobili raztopini F1 in 
F2 z ocenjeno koncentracijo približno 0,2 mg/mL, ki smo ju nato z analizo natančneje 
določili. 
4. 2. 3. Rezultati končne analize frakcij izoliranih 
diastereomerov F1 in F2 s HPLC 
Za končno analizo izoliranih diastereomerov F1 in F2 smo se ponovno vrnili na kolono 3-
CC. Izbrali smo metodo (s sestavo MF: 95 % heksana in 5 % EtOH), s katero smo pri 
začetni analitiki dobili dva visoka vrhova ločena na bazni liniji in jo prilagodili, da smo na 
kromatogramu dobili največji možni odziv posameznega analita. To smo naredili s 
spreminjanjem širine pasu valovnih dolžin, ki jih detektor zajame okoli izbrane vrednosti 
210 nm iz 8 na 16. Na podlagi dobljenih rezultatov smo ugotovili, da so vrhovi pri ožjem 
izbranem pasu (slika 14) najvišji in končne analize izvedli pri spodnjih pogojih: 
Koncentracija vzorca SG-10, frakcij F1 in F2: 0,2 mg/mL 
Temperatura kolone: sobna 
Volumen injiciranja: 20 L 
Pretok: 1 mL/min 
Sestava mobilne faze: 95 % heksana in 5 % EtOH 
Čas metode: 25 min 
Valovna dolžina, pri kateri smo spremljali odziv: 210 (bw 8) nm 
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Slika 15: Kromatogram vzorca SG-10 s koncentracijo 1 mg/mL (kolona 3-CC, 95 % 
heksana in 5 % EtOH): Vrh pri 14,541 min pripada diastereomeru F1, vrh pri 19,977 min 
pa diastereomeru F2. Vidimo, da sta vrhova  nesimetrična z desno asimetrijo 
(''frontingom''). Vrhova sta sicer dobro ločena z vrednostjo R = 2,77. 
Kromatogrami vzorca SG-10, frakcije F1 in frakcije F2, nastali v zgornjih analizah so po 
vrsti predstavljeni na slikah 16, 17 in 18. Pod slikami so zapisane tudi površine pod 
krivuljami (AUC, iz angl. area under the curve), iz katerih smo preračunali realne mase F1 
in F2, pridobljene z izolacijo. 
 
Slika 16: Kromatogram vzorca SG-10 s konc. 0,2 mg/mL (kolona 3-CC, 95 % heksana 
in 5 % EtOH): Vrh pri 14,919 min pripada F1, vrh pri 20,484 pa F2. AUC obeh vrhov 
skupaj je 5677,51611 mAU*s. 
Ker vemo, da smo na kolono nanesli standard s spojine SG-10 s koncentracijo 0,2 mg/mL 
in dobili odziv 5677,51611 mAU*s, lahko iz AUC F1 in F2 izračunamo koncentracijo 




Slika 17: Kromatogram diastereomera F1 z ocenjeno koncentracijo 0,2 mg/mL 
(kolona 3-CC, 95 % heksana in 5 % EtOH): Vrh pri 13,298 min pripada diastereomeru F1. 
AUC vrha je 4351,43018 mAU*s. 
 
Slika 18: Kromatogram diastereomera F2 z ocenjeno koncentracijo 0,2 mg/mL 
(kolona 3-CC, 95 % heksana in 5 % EtOH): Vrh pri 17,985 min pripada diastereomeru F2. 
AUC vrha je 4120,66992 mAU*s. 
Izračun končnih koncentracij in mas frakcij F1 in F2 
Postopek zbiranja frakcij diastereomerov smo dvakrat ponovili, zato smo v izračunu 
frakciji iz prvega delovnega dne označili F11 in F21, frakciji iz drugega delovnega dne pa 
F12 in F22. Standard vzorca SG-10 smo označili z oznako st. Enačba 8 je preprost križni 
račun, iz katerega lahko izračunamo koncentracijo frakcije glede na AUC standarda in 
frakcije. Enačba 9 je preračun mase diastereomera v posamezni frakciji iz koncentracije, 
pri čemer kot volumen vzamemo količino EtOH, ki smo ga dodali v bučke, da smo 
pripravili predvidene koncentracije F1 in F2 za analizo, temu pa odštejemo 500 L, ki smo 
jih porabili za analizo, saj želimo izračunati, koliko posameznega diastereomera nam je še 





Postopek za preračun koncentracije in mase izoliranega diastereomera: 




𝐴𝑈𝐶𝑠𝑡 = 5677,51611 mAU ∗ s 
F11 
𝐴𝑈𝐶𝐹11 = 3986,95459 mAU ∗ s     
Enačba 8: Enačba, s katero izračunamo koncentracijo frakcije (CF) glede na AUC 











3986,95459 mAU ∗ s × 0,2  
𝑚𝑔
𝑚𝐿
5677,51611 mAU ∗ s




Enačba 9: Preračun mase diastereomera (mF) v posamezni frakciji iz koncentracije 
dobljene iz enačbe 8. 
𝑚𝐹11 =   𝐶𝐹11  ×  𝑉𝐹11  =  0,14 
𝑚𝑔
𝑚𝐿
 ×  7 𝑚𝐿 = 𝟎, 𝟗𝟖 𝒎𝒈 
 
Koncentracije in mase za preostale frakcije smo izračunali po zgornjem postopku in dobili 
naslednje rezultate: 




𝑚𝐹12 =  0,67 𝑚𝑔 
 
∑ 𝑚𝐹1 = 𝟏, 𝟔𝟓 𝒎𝒈 












𝑚𝐹22 =  0,65 𝑚𝑔 
 
∑ 𝑚𝐹2 = 𝟏, 𝟕𝟔 𝒎𝒈 
Čeprav so bile koncentracije in mase obeh diastereomerov nekoliko nižje od ocenjenih, 
smo bili z rezultati vseeno zadovoljni, saj doktorski študent, ki je spojino sintetiziral, za 





4. 3. Rezultati izračuna diastereomernega presežka 
Iz mas, ki smo jih pridobili z analitiko frakcij F1 in F2, lahko izračunamo množino 
frakcije, tako da posamezno maso delimo z njeno molsko maso (enačba 10) in te podatke 
uporabimo pri izračunu diastereomernega presežka po enačbi 7.a. Iz izračuna de lahko 
potem z enačbo 7.b preračunamo odstotni delež posameznega diastereomera. 














= 0,000001816 𝑚𝑜𝑙 = 1,816  𝑚𝑜𝑙 
𝑛𝐹21 = 1,241  𝑚𝑜𝑙 
𝑛𝐹12 = 2,057  𝑚𝑜𝑙 
𝑛𝐹22 = 1,204  𝑚𝑜𝑙 
Tudi tokrat smo računali posebej za prvo (de1) in drugo (de2) ponovitev zbiranja frakcij 
diastereomerov.  
𝑑𝑒 = ( 
𝐹1 − 𝐹2
𝐹1 + 𝐹2
× 100) % 
𝑑𝑒1 = ( 
1,816 − 1,241
1,816 + 1,241
× 100) % = 18,80 % 
𝑑𝑒2 = ( 
2,057 − 1,204
2,057 + 1,204
× 100) % = 26,15 % 
 
𝐹𝐹11 =  +
𝑑𝑒
2
+ 50 % =  +
18,80
2
+ 50 % = 59,40 % 
𝐹𝐹21 =  −
𝑑𝑒
2
+ 50 % =  −
18,80
2




𝐹𝐹12 =  +
𝑑𝑒
2
+ 50 % =  +
26,15
2
+ 50 % = 63,08 % 
𝐹𝐹22 =  −
𝑑𝑒
2
+ 50 % =  −
26,15
2
+ 50 % = 36,92 % 
 
Iz izračuna de1 smo z enačbo 7.b dobili informacijo, da je diastereomera F1 59,40 % 
diastereomera F2 pa 40,60 %. Iz izračuna de2 pa, da je diastereomera F1 63,08 %, 
diastereomera F2 pa 36,92 %. Razlika med izračunoma je minimalna, nastala pa je zaradi 
majhnih napak in izgub, ki so nastale tekom dela in zaokroževanja rezultatov mas. S 
predpostavko, da sta diastereomera, ki sestavljata spojino SG-10 v razmerju 50 : 50 nismo 
popolnoma zgrešili, vseeno pa oba izračuna kažeta, da je med sintezo nastalo za približno 





V magistrski nalogi smo s pomočjo različnih metod tekočinske kromatografije ločili in 
izolirali diastereomera spojine SG-10, ki sta nastala pri njeni sintezi. Delo smo začeli na 
bolj občutljivem sistemu RP-UHPLC in na koloni C18, dveh fenilnih kolonah različnih 
dolžin in kolone Shield RP18 s prilagajanjem sestave MF (z menjavami topila, ki je 
sestavljalo glavni delež MF (H2O in 0,1 % TFA) in menjavami vrste (EtOH in ACN) in 
količine (od 5% do 95 %) organskega modifikatorja) poskušali spojino SG-10 ločiti na 
posamezna diastereomera in ločbo optimizirati. Nobena izmed metod se ni izkazala za 
primerno, saj nismo uspeli dobiti ločbe analitov na bazni liniji. Odločili smo se, da 
preidemo na način dela z normalno fazo. 
Nadaljevali smo s sistemom NP-HPLC na analizni koloni 3-CC in s spreminjanjem sestave 
MF (spremembami vrste (EtOH, MeOH in i-Pr) in količine (od 5 do 95 %) alkohola) 
razvili in optimizirali metodo ločbe analitov, nato pa smo jo prenesli in ustrezno 
optimizirali na semi-preparativni koloni 5-CC, kjer smo analita ločeno zbrali in izolirali 
vsakega po slab miligram. Postopek smo ponovili dvakrat. Za analitiko izoliranih frakcij 
diastereomerov smo se vrnili na kolono 3-CC, s katero smo ovrednotili končni masi 
posameznih diastereomerov, ki sta bili: mF1 = 1,65 mg in MF2 = 1,76 mg. Ocenili smo tudi 
diastereomerni presežek, ki je znašal 18,80 %, oziroma 26,15 % za prvo in drugo 
ponovitev. V obeh ponovitvah smo dobili tudi informacijo, da je med sintezo nastalo 
približno 20 % več diastereomera F1. 
Od zadanih ciljev nam ni uspelo izpolniti le enega, saj nismo uspeli razviti in optimizirati 
metode, s katero bi ločili vzorec spojine SG-10 na sistemu RP-UHPLC. Bolje bi bilo, da bi 
končno analizo vsebnosti diastereomerov F1 in F2 izvedli na bolj občutljivem sistemu, saj 
bi bili dobljeni rezultati bolj zanesljivi. Smiselno bi bilo nadaljevati v smeri razvoja metode 
s kolono Shield RP18, saj se je ločba tam najbolj nakazala. Za MF bi namesto 0,1% TFA 
lahko uporabili še acetatne, fosfatne, boratne ali formatne pufre različnih jakosti ter 
vrednosti pH (49). 
Pri nalogi smo bili omejeni predvsem z dvema dejavnikoma. Na voljo smo imeli le omejen 
nabor kromatografskih kolon, hkrati pa smo bili omejeni tudi s časom, saj sta aparaturi 
UPLC in HPLC veliko v uporabi. 
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Dobro bi bilo tudi, da bi posamezna diastereomera identificirali. Za to bi potrebovali 
standard enega izmed diastereomerov SG-10, kar bi dosegli z asimetrično sintezo oziroma 
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Kromatogrami ločbe frakcij diastereomerov F11 in F21 
Na slikah 19. a, b, c, d, e in f so kromatogrami iz prve serije injiciranj spojine SG-10, s 
katero smo zbrali frakciji F11 in F21. Injicirali smo iz treh vial s koncentracijo spojine SG-















Slika 19 a.-f.: Kromatogrami prve serije zbiranja frakcij F11 in F21   
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Na slikah 20. a, b, c, d, e in f so kromatogrami iz druge serije injiciranj spojine SG-10 s 
katero smo zbrali frakciji F12 in F22. Tudi tokrat smo injicirali iz treh vial s konc. spojine 


















Slika 20 a.-f.: Kromatogrami druge serije zbiranja frakcij F12 in F22: Iz slik 20.a. in 
20.d. je razvidno, da je bila prva viala kontaminirana, zato smo te frakcije izločili. 
